





















derived  EVs  showed  notably  higher  cell  uptake  compared  to  cow milk  EVs.  Cell  uptake was 
significantly higher in differentiated compared to undifferentiated cells for both types of EVs. While 
both milk‐  and  cell‐derived  EVs  improved  the  cell  uptake  and  intestinal  permeability  of CUR 
(confirming oral drug bioavailability enhancement potential), epithelial cell EVs demonstrated a 
superior effect. 




The oral  route  is  the preferred method of drug administration  [1–4]. However, many drugs, 
including  poorly  water‐soluble  small  drug  molecules  and  macromolecular  biologics  (peptides, 
therapeutic  proteins  and  nucleic  acid‐based  therapies),  have  low  oral  bioavailability.  This  often 











current  understanding  of  orally‐administered  nanomedicine  behaviours  and  biotransformation 















Exosomes—a  type of EV—have  in particular attracted significant attention  in drug delivery. 
Exosomes harvested from cow milk, which are interesting because of scalability potential [13], have 
been shown to be transported by human endothelial cells and exhibit cross‐species tolerance without 
eliciting  immune  responses  [14,15].  Importantly,  cow milk  exosomes  have  shown  potential  for 
improving oral drug bioavailability [15–17]. This potential rests on the demonstrated ability of cow 
milk exosomes to traverse the human intestinal epithelial barrier. However, the intestinal‐permeating 
efficiency of  these systems  is currently unclear. The present study  for  the first  time compared the 









Dulbecco’s Modified  Eagle’s Medium  (DMEM) with  4.5  g/L  glucose,  L‐glutamine,  sodium 
pyruvate  and  sodium  bicarbonate, Hank’s Balanced  Salt  Solution  (HBSS) modified with  sodium 
bicarbonate (without phenol red), non‐essential amino acids (NEAA), antibiotic/antimycotic solution 
(penicillin,  streptomycin,  and  amphotericin)  and  foetal  bovine  serum  (FBS,  non‐USA  origin), 
Curcumin (CUR), Triton X‐100 and QuantiProTM BCA Assay Kit were purchased from Sigma‐Aldrich 
(Poole, UK). Caco‐2 cells were purchased from the European Collection of Cell Cultures (ECACC) 
and  used  between  passages  p66–p74.  MTS  reagent,  namely  3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐5(3‐
carboxymethonyphenol)‐2‐(4‐sulfophenyl)‐2H‐tetrazolium  (commercially  known  as  CellTiter  96 
AQueous One Solution Assay) was purchased from Promega (Madison, WI, USA). Exosome isolation 
kit from other body fluids and exosome isolation kit form cell culture were purchased from Thermo 










were  firstly  grown  in  T75  flasks  using  DMEM  supplemented  with  exosome‐depleted  FBS, 



































Equation (2), respectively:   % 𝐷𝑟𝑢𝑔 𝑙𝑜𝑎𝑑𝑖𝑛𝑔 ൌ  𝑎𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡 𝑜𝑓 𝐶𝑈𝑅 𝑖𝑛 𝐸𝑉 െ 𝐶𝑈𝑅𝑎𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡 𝑜𝑓 𝐸𝑉 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑠 𝑖𝑛 𝐸𝑉 െ 𝐶𝑈𝑅  ൈ 100  (1) 
   % 𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑝𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑒𝑓𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑦 ൌ  ௔௠௢௨௡௧ ௢௙ ஼௎ோ ௜௡ ா௏ ି ஼௎ோ஼௎ோ ௔ௗௗ௘ௗ  ൈ 100  (2) 
2.5. Cell Uptake f Eovs in Undifferentiated and Differentiated Caco‐2 Cells   
Cell uptake of EVs was tested in undifferentiated Caco‐2 cells (cultured in multiwell plates) and 



































commenced  by  replacing  the  culture medium with  0.5 mL  of HBSS  and  45‐min  incubation  to 
equilibrate  the  cells. Thereafter, EVs were  applied  to  the  apical  side  of  cell monolayers  for  4  h, 
followed  by  periodic  sampling  from  the  basolateral  side.  EV  permeability  was  quantified  by 
fluorescence, measured as above.   
2.8. Effect of EV‐Incorporation on Intestinal Permeability of CUR 








group means. P value of <0.05 was considered statistically significant. ***, ** and * indicate p < 0.001, 
p < 0.01 and p < 0.05, respectively. Statistical analysis was conducted using GraphPad Prism® Software 
(version 6, San Diego, CA, USA).     
  





size,  polydispersity  index  and  zeta  potential.  This  analysis was  conducted  for  unmodified  EVs, 
fluorescently‐labelled  EVs,  and  CUR‐incorporated  EVs.  Data  are  reported  in  Supplementary 
Materials, Table S1. Unmodified milk EVs showed an average diameter of 217 nm, PdI around 0.34 







milk  counterparts  and  somewhat  lower  for  fluorescently‐labelled  and  CUR‐incorporated  (and 
labelled) Caco‐2 cell‐derived EVs compared to systems originating from cow milk.   
NTA was  used  as  an  alternative  approach  to  ascertain  the  size  of  unmodified  EVs  and  to 
establish the yield (nanoparticle numbers/volume). Data are shown in Figure 1A and 1B for cow milk 
and  cell‐derived  EVs,  respectively.  Table  1  shows  that  NTA  data  is  in  agreement  with  DLS 











EV type  Size (nm)  Yield (particle/mL)  Protein (μg/mL) 
Caco‐2 cells  203.9 ± 4.1  1.82 × 109 ± 1.06 × 108  468.1 ± 15.5 
Cow milk  185.8 ± 6.2  2.42 × 109 ± 6.86 × 107  3290 ± 259.3 
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3.2. CUR Loading and Entrapment Efficiency 

























Figure  3  shows  the  impact  of  EV  encapsulation  on  antiproliferative  effects  of  CUR,  as 
determined by the MTS assay. EV‐encapsulated CUR demonstrated a notably greater inhibition of 
cell  proliferation  compared  to  the  same  applied  concentration  of  free  CUR.  Specifically,  the 
antiproliferative  activity  of CUR  increased  by  34% when  incorporated  in milk EVs  and  by  26% 
following  incorporation  in cell EVs. Milk and cell EVs alone exhibited no significant  inhibition of 
Caco‐2 cell metabolic activity (11% and 14% decrease, respectively).   
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Following  investigation  of  cell uptake  of milk‐  and  cell‐derived EVs, we were  interested  in 













Caco‐2  monolayers,  we  tested  whether  intestinal  permeability  of  CUR  might  be  improved  by 
incorporation into these biological vesicles. Table 2 reveals that apical‐to‐basolateral permeability of 
Pharmaceutics 2020, 12, 226  8  of  11 
 
CUR (tested over 4 h) was significantly higher following EV‐incorporation, as compared to free CUR, 

















pass’ metabolism. Particle‐based carriers have  the potential to overcome some of  these  issues and 
improve  bioavailability  following  oral  drug  administration.  However,  particles  require  careful 
engineering for oral drug delivery as normally most particulates show limited ability to translocate 
across the gastrointestinal mucosa.   
The  ability  of  EVs,  particularly  exosomes,  to  act  as  the  body’s  natural  delivery  systems, 
effectively transferring cargo from one cell to another, makes them promising natural systems  for 





systemically  [22] and  studies  in mice  showed  that exosomes  from  cow milk are capable of cargo 
delivery across the gastrointestinal epithelium [15,16,23,24], with therapeutic applications including 
targeted delivery to cancer.   
This work  for  the  first  time probes  the  oral drug delivery  enhancing  potential  of  intestinal 
epithelial cell‐derived EVs, whilst providing a comparison of this potential with cow milk‐produced 
EVs. EVs were  successfully  isolated,  characterised,  labelled and  loaded with a poorly absorbable 
compound  serving as a model drug  (CUR)  (Figure 1 and Supplementary Figure S1, Table 1 and 
Supplementary Table S1). We then performed cell uptake and transport analyses in undifferentiated 
and differentiated intestinal Caco‐2 cells.   



























cells  incorporated  in  intestinal epithelial  cell‐derived EVs  (Figure 3). This  is  in agreement with a 









study, milk exosome uptake was confirmed  to be an energy‐dependent process  [27].  In addition, 
pharmacological inhibitors of caveolae‐mediated uptake resulted in around 50% decrease in uptake 
of exosomes in H1299 cells and microtubule inhibitors attenuated the uptake to a lower extent.   






from  gastrointestinal  digestion  (tested  in  vitro)  and  facilitated  its  permeability  across  Caco‐2 
monolayers compared to free CUR [29]. Here we confirm these findings (Table 2). However, in line 
with  observations  that  intestinal  epithelial  cell‐derived  EVs  permeated  Caco‐2 monolayers  to  a 
greater  extent  compared  to  cow milk  counterparts, Table 2 also  confirms  that CUR permeability 
across  the  Caco‐2  intestinal  model  is  enhanced  significantly  more  following  incorporation  in 
intestinal epithelial cell‐derived EVs relative to cow milk EV.   
Overall,  this  study  confirms  the  ability of  cow milk EVs  to  traverse  the  intestinal  epithelial 
barrier, but shows that EVs derived from intestinal epithelial cells themselves have a notably superior 










(which  is  particularly  challenging  with  large  molecules),  assessment  of  stability  of  EVs  in  the 





S1:  Size  exclusion  chromatography  profiles,  Table  S1:  Hydrodynamic  size,  polydispersity  index  and  zeta 
potential of EVs.   
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